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端粒、端粒酶分子生物学研究进展

王夭叫杨善民

(厦门大学抗癌中心厦门 361005) 

随着端粒、端粒酶研究工作的广泛开展，人

们已逐步认识到它们与衰老、癌症发生过程中

的许多重要的生物学现象相关。 因此端粒、端

粒酶已成为生命科学研究的一个热点。 本文总

结了近年来有关端粒、端粒酶的结构和功能及

端粒长度、端粒酶活性调节机制的研究进展。

一、端粒、端粒酶的结构和功能

1.端粒酶的结构和功能

端粒酶的功能主要在于合成染色体端粒的

重复序列，以维持端粒长度的稳定性。 端粒酶

也能对断裂染色体原位形成端粒。 端粒酶在正

常细胞中是否还发挥其他功能，目前还不清楚。

端粒酶是一种核酸蛋白复合物，其组分包括

白吗A、蛋白亚基。

(1) RNA 许多物种的端粒酶卧~A 已

被克隆，如纤毛虫、酵母、人和鼠等。 端粒酶

RNA长度一般为 160 1300nt，其一级结构同源

性差，但都包含有合成端粒重复序列的摸板序

列。 端粒酶 RNA 不仅具有模板的功能，同时

具有催化的功能(逆转录酶) [1] 。 人端粒酶

RNA( hTR) 基因位于 3q26.3[2] ，为单拷贝基

因，其 cDNA 及其下游序列共 962bp 已被测序。

hTR基因由陀收聚合酶 E 进行转录，转录成

熟产物约为 450nto hTR模板序列为 CUAAC­

CCUAAC(46 - 56)[3]0 hTR 最小功能区位于

44 - 203时，其中在 170 - 179时， 180 - 189nt, 

190 -199nt 间的突变均可使 hTR完全失活 ，提

示这 30 个核昔酸区域对 hTR 活性是必须的，

并可能与端粒酶蛋白组分结合有关[4] 。 端粒

酶阴性的无限增殖化细胞株，其端粒通过异化

延长(Alternative Lengthening of Telom巳re

ALT) ， hTR 仍有表达，亦无突变[5] 。

(2) 蛋白亚基 目前己分离端粒酶蛋白

亚基有 : p80 、 p95 (四膜 虫 )[6] ， p123 (游仆
虫)[7 ] ， EST2p(酿酒酵母 )[8] ， TP1ífLP1 (人，

鼠) [ 9 ] ，hES'口p(人) [ 10 ] 。

1) p80[6] : p80 为四膜虫端粒酶的一个蛋

白亚基，可特异与端粒酶 卧认二级结构结合。

p80 cDNA 已被克隆(GenBank Accession Num-
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ber U25841) ， 翻译产物含 719础。 p80 与其他

蛋白没有广泛的同源性(TP1 例外) ，但它含有

钵结合模体(zinc-bincling moti f) CxxC( 27) CxxC 

(残基 537 - 570) ，与真核生物时认聚合酶转

录因子 TFII E 和 TF II S 相似。 辞结合模体

CxxC( n)CxxC可将单链模板(端粒酶由叫A)结

合于活性位点而发挥作用。

2) p95[6] : p95 为四膜虫端粒酶的另一个

蛋白亚基，可特异与端粒 DNA 引物结合。 其

cDNA也己被克隆(GenBank Accession Number 

U25642) ，翻译产物含 872aao p95 与其他蛋白

没有广泛的同源性，但它含有四个聚合酶活性

位点(motif A ， B ， C ， D) ，表现出与卧~A 依赖的

RNA 聚合酶和 DNA 聚合酶 α币有有限的同源

性。 此外， p95 还有一个区域含有若干精氨酸

二肤和一个H 型氨眈 tRNA 合成酶模体皿(残

基 258 - 267) ，该区域可能为阳叫A 和核昔酸结

合模体。

3) TP1 (telomerase-associated protein 

1) [9] :人和灰鼠端粒酶相关蛋白 TP1 基因而，

NA全序列已被测定(GenBank Accession Num­

ber 人: U86136 灰鼠: U86137) 0 TP1 mRNA 

在人和正常癌细胞中广泛表达，其转录产物有

8kb 和 9 .5kb 两种。 其编码 TP1 蛋白含有

2627aa ，N 端起始有 4 个 30aa 重复序列 ( R1 -

R4) ，与芒柄花黄花叶病毒(ononis yellow mo扭'

ic tymovirus)有弱的同源性;N 端 M 区域内有

三个域表现出与p80 的同源性(其中域 2 同源

性为 46%) ，该同源区特异地与 hTR 结合，并

与端粒酶体内活性有关;TP1 含有 ATP/GTP

结合模体(对灰鼠而言，从 1179 位氨基酸开

始) ; C 端 113 处有 16 个 WD40 重复序列，可形

成一个或多个螺旋桨结构，介导端粒酶之间或

端粒酶与端粒结合蛋白的相互作用。

4) hE贝'2p[10] :阻ST2定位于 5p15 . 33 ，为

单拷贝基因，大约为 40kb，其 cDNA 也已被克

隆(GenBank Accession Number AF018167) 。

hES口mRNA 在大多数体细胞中不表达(胸

腺、皇丸、肠例外) ，但在原发肿瘤、癌细胞系中

却强表达。 正常组织癌变过程中，随肿瘤细胞

的演进，hES口被激活表达。阻S口的表达对

于细胞无限增殖化和肿瘤细胞演进时端粒酶活

性是必需的。 肿瘤细胞被诱导分化时，阻S口

表达降低。 hESτ'2 mRNA 转录产物有两种:

4 . 4kb、 9 . 5kb ( 主要)， 6kb (次要) 。 相应于

4030bp 可读框的翻译产物hES口p 含有

1132缸，分子量为 1271①，与 ES口p 和 p123 有

广泛的同源性，属于逆转录酶超家族的亚

群[13] ，具有保守序列模体，因此推测其为人端

粒酶的催化亚基。 hTR、 TP1 都不能反映人端

粒酶的活性。 人端粒酶激活的限速步骤可能取

决于阻S口基因的表达。虽然阻S口基因的

表达与人端粒酶活性紧密相关，但并不存在一

个稳定、可预见的比例，可能还有其他机制参与

人端粒酶活性的调节。

端粒酶组分(RNA、蛋白亚基)如何相互作

用以形成端粒酶的结构和构象， 目前对四膜虫

端粒酶提出如下模型:四膜虫端粒酶的结构类

似于反转录酶模型，由大小两亚基组成，小亚基

(p80)与端粒酶 RNA 结合形成模板-引物结合

位点，大亚基(p95)与端粒引物结合形成活性位

点。

2. 端粒的结构和功能

端粒的功能主要在于维持染色体的稳定

性，参与核中的一系列活动，如:染色体定位，转

录抑制，异染色质形成，起细胞有丝分裂钟的作

用等。

端粒由规则或不规则的双链重复序列和最

末端的一条单链富含 G 的重复序列 [对人而言

为(TT~∞G)n，约为 5 -20kbJ及端粒结合蛋

白组成。 同一细胞中每一染色体端粒重复序列

数目不是固定的(异源性) ，但每种生物有其特

征性的平均长度[3] 。

端粒结合蛋白分为两类:端粒单链结合蛋

白和端粒双链结合蛋白 。 前者在端粒末端提供

帽状结构以稳定端粒 ;后者可能直接参与端粒

长度平衡的维持 ，是端粒延伸的负调节因子。

(1)端粒羊链结合蛋白 [1] 端粒单链结
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合蛋白的典型是自尖毛虫分离的 α/自异二聚体

蛋白，由 41(α)和 56( ß)KD两亚基组成，与尖毛

虫端粒末端单链序列以非共价键紧密结合。 没

有端粒 DNA存在时 ， α、 F 亚基以单体存在;当

端粒 DNA存在时，三者以 1 : 1:1 的比例形成

DNA-蛋白复合体。 α 亚基通过疏水作用和碱

基堆积作用与 DNA结合， α 亚基 DNA 结合区

的两个酷氨酸残基和一个组氨酸可特异与端粒

DNA交联。旷日异二聚体以磷酸化的形式存

在，类似帽子起稳定端粒的作用。 体外研究表

明:自蛋白的磷酸化受细胞周期的调节。

(2) 端粒双链结合蛋白

1) Rap1p (Repressor activator protein)[1] 

自酿酒酵母分离的 Rap1p 为 92KD 的蛋白，有

专一的功能区。 N端对其功能并不必需。 中间

区域包含 Myb 型 DNA 结合模体，与酵母端粒

序列 ACAα~ACACACC 结合 (1 个 Rap1p 结

合位点118bp 酵母端粒序列 ) 0 C 端参与转录

激活、转录灭活及与其他蛋白的相互作用。 C

端通过与其他蛋白的相互作用限制端粒的延

伸，这些蛋白有Rif1、Rif2( Rap1 interaction fac­

tors)和参与构建染色体转录静止区的蛋白，如

Sir3p 和 Sir4p。

2) Tazop[ l1] Tapz1p 为粟酒裂殖酵母

的端粒结合蛋白，分子量为 74.6KD，含 663aa o

T皿1p 为酸性蛋白，其 巳端(556 - 612)有一个

57aa 的区域，与 hTRF 的 Myb 型 DNA 结合模

体同源。 T皿1+ 已被测序 (E岛1BL database ,Ac­

cession Number Y09406) 0 T az1p 是端粒长度的

负调节因子，同时抑制端粒临近基因的表达。

它对细胞正常减数分裂和抱子形成是必需的。

Taz1p 与端粒 DNA直接结合，其多种功能可能

是通过调节端粒 DNA 构象及端粒 DNA 与其

他蛋白的结合性能，或 Taz1p 将其他蛋白结合

到端粒上而发挥作用。

3) hTRF (telomeric repeat binding fac­
tα)[12 ， 13] hT即 为人端粒主要蛋白成分，

分子量为 60KDo hT盯 cDNA 已被克隆( Gen­

Bank Accession Number U40705) ，全长

2684坤，其转录产物mRNA 有1. 8kb & 3. Okb 

两种。 hTRF 可读框 5 '端起始为 AAC!\.币-G

(ATG为起始密码子) ， 3'po1yA上游 18bp 处有

一个 AAT丛A附加信号。该 cDNA体外转录

和翻译产物为 60KD 蛋白，体内翻译产物含

439aa( -50KD) 。 这可能是由于体内修饰或分

离 hTR过程中蛋白发生改变(如水解、脱磷酸

作用等)所造成的。 hT盯有两个功能区 :(1)N

端酸性域(氨基酸残基 :20 -71);富含精氨酸和

谷氨酸。 该区域 52 个氨基酸中 44%为酸性氨

基酸，计算的等电点 pI = 3.0。该区域介导转
录调节中蛋白-蛋白相互作用。某些参与染色

体功能的蛋白，如着丝粒蛋白，也有此结构。

(2) 核原浆蛋白型核定位信号(残基: 337 -

356) :350 位氨基酸残基两侧有两个核定位信

号。 (3)C 端 Myb 型 DNA 结合模体重复序列

(Myb-type DNA-binding repeat) : Myb 型 DNA

结合模体为含有三个高度保守的色氨酸残基的

50肤，形成螺旋-转折螺旋结构。 hTRF 与哺

乳类 Myb 蛋白 DNA 结合模体第二、第三重复

序列相似。 该区域为 hTRF 与染色体 DNA 的

结合位点[12] 0 hT盯为端粒延伸的抑制因子，

参与负反馈调节。 hT盯并不影响端粒酶的表

达，它可能通过抑制端粒酶在端粒末端上的行

为而发挥作用[ 13 ] 。

二 、端粒长度、端粒酶活性调节机制

端粒长度的维持包括竞争因子之间的精确

平衡。 端粒长度的动态平衡包括以下一些基本

因素 :(1)端粒的缩短，主要是由于 DNA 的不

完全复制、端粒的加工和端粒的重组引起的。

(2 ) 端粒的稳定 ， 主要是由 端粒结合蛋白

(TBPs) 、端粒染色质结构来维持。 (3)端粒的

延伸，包括端粒酶进行富含 G链重复序列的合

成和常规 DNA 聚合酶进行 C链的合成、端粒

的重组[ 1 ] 。 元限增殖化细胞端粒长度维持机

制包括: ( 1)端粒酶阳性途径( te1omerase-posi­

tive pathway) ，这类细胞端粒酶呈阳性，端粒

短。 (2) 端粒酶阴性途径( telomerase-negative 
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pathway) ，这类细胞端粒酶呈阴性，端粒长且具

异源性。 端粒酶调节机制也存在多种调节途

径。

1. 低等生物

根据对低等生物四膜虫、酵母等的研究，目

前提出了端粒长度调节机制的三个模型[ 1 ] 。

(1) 限制因子模型 端粒双链结合蛋白

结合于端粒上，保护端粒免受降解。 复制时，端

粒酶延伸富含 GT 的单链，常规 DNA聚合酶进

行富含 CA 单链的合成。 端粒酶活性不受调

节。最终加到端粒末端重复序列的数目取决于

可获得的端粒双链结合蛋白 ( ds-TBPs) 的数目 。

结合俯离 ds且Ps 比例的平衡维持端粒长度

的稳定。稳定的端粒其末端由端粒单链结合蛋

白(卧TBPs)结合而起保护作用。

(2) 端粒酶活性调节模型 ds-TBPs 结

合于端粒上，它们可结合一些因子以限制端粒

延伸。 ds-TBPs 或其附属因子可直接限制每次

复制时端粒酶所能合成端粒重复序列的数目 。

稳定的端粒其未端由 ss TBPs 结合而得到保护

作用。

(3) 端拉加工模型 端粒酶活性不受调

节，端粒结合蛋白结合加工因子以限制端粒长

度。加工因子可以切除端粒重复序列。

目前资料表明:模型 2) 、模型 3)可能更符

合实际。但也可能存在其他调节模型。

2. 高等生物

高等生物体细胞随细胞的分裂、复制，端粒

逐渐丢失而缩短。当端粒缩短到一定程度，细

胞就衰老而死亡。某些细胞能克服衰老的限制

而无限增殖化，其端粒长度维持恒定，就发展成

癌细胞。

[端粒酶阳性途径

(1)体外研究

1) 基因转染 HPV16DNA 转染人子宫

夕阳和内颈建立无限增殖化细胞系 Næ16、

NCE16[14] ，四'V16 &四V18 分别转染人包皮

角质原代细胞使其元限增殖化，回V使人支气

管表皮细胞无限增殖化过程中，端粒酶都得到

激活。 回'V16DNA 转化的元限增殖化细胞表

达四、E7抗原[14] ，两者能与 pRB 结合，促进泛

素( ubiq山tin)蛋白溶解系统降解 P53，导致端粒

酶激活而使细胞元限增殖化[15] 。

用含有突变 P53 (mtP53) 基因(突变位点

143 ， 175 ， 248 ， 273)的表达载体转化或重组逆转

录病毒感染正常人乳腺上皮细胞，某些表达

mtP53 的乳腺上皮细胞生存期延长，其中一个

克隆[mtP53 的突变位点 273(his) ]在生长停滞

(危机期)一段时期后元限增殖化，端粒酶被激
活[ 16] 。

P21 是 P53 的效应因子。 将 p21 基因转化

p53 失活的 HeLa细胞，结果 HeLa细胞生长缓

慢，端粒酶活性显著降低，细胞阻滞于 G1
期 [ 17] 。

(2) 调节因子、细胞信号传递系统 Bcl-

2:人癌细胞中Bc1-2 的过分表达经常伴随着端

粒酶活性的提高。 当移去 IL-2(8hr) 时， CTLL-

8 (一种 IL-2 依赖的细胞毒 T-细胞系)的Bc1-2

表达降低，伴随端粒酶活'性受到抑制，多数细胞

进入 GO/G1 期，而元凋亡发生。 重新加人 IL-2

时，Bc1-2 表达提高 ，伴随端粒酶活性增强。这

表明端粒酶活性调节与 Bcl-2 表达紧密相
关[18] 。

鸟嗦岭四聚体结构 ( G-quartet) 稳定剂:由

于端粒富含鸟嗦岭，容易形成鸟嗦岭四聚体结

构(四个端粒末端重复序列折叠形成正方形平

面结构) 0 G-quartet 可通过直接抑制端粒酶与

长端粒序列的结合或改变端粒引物与端粒酶的

分离速率，从而抑制端粒酶进行端粒序列的合

戚，导致端粒的缩短。具有稳定 G-quartet 的物

质都有抑制端粒酶的作用，如 K+[19] ， 2 ， 6-二百先

胶惠酿 (2 ， 6-diarnídoanthraquinone，∞mpound 

1 ) ， 殷花 青( car协cyanine )[则，顺铅( cis­
p1atin) [21 ] 。

端粒结合蛋白 (TBPs) :端粒双链结合蛋白

Rap1p、TRF .、 Taz1p 都有抑制端粒延伸的作用，

并认为这可能与其抑制端粒酶活性有关。

蛋白磷酸化(PP2AIPK) :蛋白磷酸化能可
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逆地调节着端粒酶活性。 人乳癌细胞核中端粒

酶提取物与蛋白磷酸醋酶 2A(PP2A)温育，可

使端粒酶失活，而细胞质中端粒酶活性不受影

响。 蛋白磷酸醋酶 1 & 2B 对端粒酶活性没有

影响。 PP2A对端粒酶活性的抑制作用具有浓

度和时间依赖性，其抑制作用可被蛋白磷酸醋

酶抑制剂 okadaic acid及内源性蛋白激酶(ATP

存在下)所解除。 培养的人乳癌 PMC42 细胞

端粒酶活性可被 okadaic acid 所激活，这与

PP2A在完整细胞中发挥端粒酶活性调节作用

是一致的[剧 。

信号传递系统:BALB/C 鼠的脾 T 细胞当

用 O . 03ng/ ml anti-∞3mAb 处理时，需有外源

的 IL-2 协同作用才能激活端粒酶。 而成年鼠

胸腺细胞用 anti-CD3 mAb 处理时，必须有 IL-

2 ， IL-4 ， IL-7 ， IL-15 存在下，其端粒酶活性才能

被激活。 这提示 T 细胞存在着细胞因子受体

介导的端粒酶激活通路[23] 。 正常人 T细胞端

粒酶活性受到 T 细胞特异的 τ'CR/I∞3 与

∞'28 信号传递途径和 IL-2 信号传递途径的调
节[别 。

(3) 细胞周期 Holt 等[25]研究表明:在

分裂、元限增殖化细胞整个细胞周期中端粒酶

都处于活跃状态，G1 ，S、~IM期端粒酶水平相

近;当细胞脱离细胞周期时，端粒酶活性受到抑

制。此外，正常人 T细胞受到刺激进入细胞周

期时，其端粒酶在 Gt 期被激活[剧。 但 Zhu
等[药]认为端粒酶活性与细胞周期进程直接相

关(Gt 期端粒酶活性较低 ， S 期最高 ， ~IM 期

基本元活性) ，并符合端粒在晚 S 期复制的理

论。

对 106 例乳癌中端粒酶活性水平与细胞周

期调节蛋白缺陆之间关系的研究表明 :cyc1inD1

和/或 cyclinE的过分表达而 pRB 正常是端粒

酶高活性乳癌的典型特征。 p16( 卧lliA)表达少

与端粒酶活性无密切关系，但 p16 低表达并有

cyclinD1 或 cyclinE 过分表达的乳癌表现出高

的端粒酶活性。 因而作用者认为端粒酶的激活

优先发生于有周期调节蛋白缺陷的乳癌中，端

粒酶活性可能依赖于这些特定的细胞周期调节
蛋白的异常[27 ] 。

(2) 体内研究

1) 雄性激素 正常大鼠前列腺和精囊

元端粒酶活性。通过去势使前列腺和精囊腺体

退化，残存细胞增生，则端粒酶活性出现;通过

辜酣诱导腺体再生，则端粒酶活性消失。 这说

明辜酣可能参与前列腺和精囊的端粒酶活性调

节，它提供一个端粒酶活性调节的体内模
型国]。

2) 子宫内膜端粒酶活性与月经周期

正常子宫内膜表达端粒酶活性，且随月经周期

进程发生显著变化。 95%增殖期子宫内膜端粒

酶阳性(其中 52%端粒酶活性很高) ，增殖晚期

端粒酶活性最高，与子宫内膜癌相当。 42%分

泌期或月经期子宫内膜端粒酶呈阳性，但活性

较低。 56%绝经后妇女萎缩的子宫内膜端粒酶

呈阳性，但活性也较低。端粒酶活性与子宫内

膜细胞增殖活动紧密相关，这提示端粒酶是一

个与细胞生长有关的受调节的酶，雌激素可能
参与其调节[剧。

II . 端粒酶阴性途径

通过 SV40 、HPV、CMV、腺病毒、化学致癌

物诱发或自发产生的体外元限增殖化细胞株

中，有 113 -1/4 呈端粒酶阴性 ，而其端粒异常

长且具异源性。 这些细胞端粒长度维持机制称

为端粒的异化延长(ALT) ，它们可能通过不对

等重组来维持端粒长度。 ALT 细胞也可能具

有端粒酶活性，但其蛋白亚基发生突变，导致端

粒酶活性失调，产生异常长的端粒。 但在应用

TRAP法进行端粒酶活性检测时，突变的端粒

酶不能识别人工合成的底物(τ'5) ，使检测结果
呈现阴性[5.30] 。

由于肿瘤的异质性，即使是端粒酶阳性的

肿瘤组织，可能也同时包含端粒酶阳性和端粒

酶阴性的肿瘤细胞，同时通过上述两条途径发

挥作用。

三、存在问题和展望

1.目前对人端粒、端粒酶结构了解仍甚
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少。 今后将着重开展端粒、端粒酶新组分的分

离，研究端粒酶各组分及其全酶的三维构象与

端粒酶活性的关系，端粒酶与端粒(尤其是端粒

结合蛋白)的作用方式。 对端粒、端粒酶结构的

深人了解将为肿瘤的抗端粒、端粒酶治疗和人

类的抗衰老提供新的靶位点。

2. 端粒长度调节机制有端粒酶阳性途径

和端粒酶阴性途径。 癌细胞诱导分化和诱导细

胞进人静止期(Go )过程中端粒酶活性的降低，

胚胎发育、生殖细胞和干细胞分化过程中端粒

酶活性的下调表达，细胞元限增殖化和癌变(环

境因素、致癌物、病毒感染、基因转染)过程中端

粒酶的激活，端粒酶阴性的元限增殖化细胞株，

以及某些正常生理现象，如端粒酶活性随月经

周期而改变等为端粒酶活性调节机制、端粒长

度维持机制的研究提供有用的模型。 虽然不同

模型其调节机理可能不同，但它们可能存在共

同的中介调节因子。 利用差异显示等分子生物

学技术克隆这些调节因子，就有可能应用基因

疗法控制癌症和延缓人类的衰老。

3. 现有端粒酶研究方法大多是端粒酶在

体外对人工合成的引物进行端粒重复序列的延

伸，然后再对延伸产物进行 PCR 扩增，形成

DNA梯状带以显示端粒酶的活性。 但这种方

法并不能反映细胞内端粒酶在染色质 3' 端上

原位进行端粒序列合成的方式。 因此，有待发

展一种显示端粒酶在染色质 3'端进行端粒序

列合成的原位显示方法。 另外，也亟待发展一

种简易的端粒长度测量方法以便于临床监测。
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